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論文内容要旨
 甲状腺ホルモンは骨髄における赤血球の成熟過程においてCarbonicanhydraseIisozyme
 (CAI)の合成を抑制すると報告されている。我々の研究室では甲状腺機能亢進症患者において
 赤血球のCAIおよびその構成成分である亜鉛濃度が過去数カ月にわたる平均化された甲状腺機
 能を反映することを報告してきた。
 本研究では,赤芽球系培養細胞YN-1を用い,CAI濃度に及ぼす甲状腺ホルモンの影響を検討
 するinvi七roの系を開発することを目的とした。
 匿材料と方法】
 YN-1細胞は,活性炭処理によりT、を除去したFCSを10%含むIMDMを用い,37℃,5%
 CO2培養器で培養した。
 YN-1細胞核へのT3の結合を観察するため,1×106個の細胞に[1駈1]T3及び0.05-1.5
 nmol/しのT3を加えてincubaむionした後,遠心により核を採取しScatchardPlotで検討した。
 YN-1のCAI濃度に及ぼすT3の影響をみるため,10-8mo1/しのT3と分化誘導のためのTGF一
 β1(4x10-1'mol/L)を添加した培養液でincubation時間について検討した。また,incuba-
 tion時間を96時間とし,TGF一β1の存在下でT3濃度の影響をみるためT3濃度を10皿9-10-7
 mol/しとしたものでCAI濃度を比較検討した。FreeT3濃度は平衡透析法により求めた。さら
 に,分化誘導の有無によるT3のCAI濃度低下作用への影響は,TGF一β1(4x10-nmol/L)お
 よびHemin(2×10-4)の添加および非添加群での検討を行った。分化誘導の指標にはベンチ
 ジン(BZ)染色を用いた。また,T3のCAI濃度低下作用へのβ一blocker(propranolo1および
 butoxamine)(1×10-6mo1/L)およびCycloheximide(3.6×10-8mo1/L)の影響は培養液に
 これらを添加したもので検討した。
 さらに,0-io-6mo1/しのT4およびrT3の影響についても調べた。
 【結果】
 YN-1細胞核にはKa-2×109L/mo1のhighaffinity,106個細胞当り20.4fmolの10wca-
 pacityのT3bindingsi七eが存在することが明らかとなった。これらの値は同じくヒト赤芽球系
 細胞であるK562や,ラットの下垂体および肝細胞等で報告されている値とほぼ同様であった。
 T3もTGF一β1も添加しないで培養したYN-1のCAI濃度は1×104個細胞当り平均L93±0.09
 ×10一13mo1であった。
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 incubation時間の検討では,72および96時間でCAI濃度は有意に低下した。T3濃度の検討
 では10臣8および10』7mol/しでCAIは低下した。T3が10-8mol/しの時,平衡透析法で求めた
 FT3濃度は0.54nmol/しであり生理的濃度と考えられた。YN-1にTGF一β1およびHeminを添
 加した場合,BZ染色陽性細胞の割合は25%から63～64%と有意に上昇し,分化誘導がなされた
 ことが明かとなった。T3はTGF一β1による分化誘導が無くてもYN-1のCAI濃度を32±7%
 低下させたが分化誘導により42±7%の低下となりその作用が増強された。Heminでも同様の
 傾向がみられた。
 T3の作用はβ一blockerには影響されず,β一receptorを介さないと考えられた。これに対し
 cycloheximideはCAI濃度に対するT3の作用を抑制した。T4は10-6mol/しでYN-1のCAl濃
 度を低下させたが,rT3にはその作用はみられなかった。このように,YN4のCAIに対する
 T3の作用はこれら甲状腺ホルモンアナログの核丁3レセプターへのaffini七yと一致(T3>T4
 >rT・)するので,核を介するものと考えられた。
 我々の研究室では,赤血球CAI及び亜鉛濃度の測定は臨床的に①数カ月前の甲状腺機能の把
 握。②甲状腺機能亢進症治療時の長期的な経過観察。③甲状腺機能亢進症と一過性にホルモンが
 上昇する亜急性甲状腺炎などとの鑑別。④末梢代謝の指標の一つとして甲状腺ホルモン不応症の
 診断。等に有用であることを認め報告してきた。しかし,赤芽球系培養細胞を用いCAI濃度に
 及ぼす甲状腺ホルモンの影響についてinvitroで検討した報告はない。本研究によりT3は生理
 的な濃度でYN4のCAI濃度を低下させることが明らかとなり,本系はヒトの細胞をもちいて
 T3の作用を検討するのにょいモデルになると思われる。
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 審査結果の要旨
 甲状腺機能亢進症において,赤血球の炭酸脱水酵素1アイソザイム(CarbonicanhydraseI:
 CAI)及びその構成成分である亜鉛濃度は低値を示すと報告されている。その理由として,甲状
 腺ホルモンが骨髄における赤血球の成熟過程において,CAIの合成を抑制する可能性が考えられ
 ている。筆者らは,赤血球の寿命120日を考慮すると,甲状腺機能異常症患者では,赤血球CAI
 及び亜鉛濃度が糖尿病におけるヘモグロビンA・のように,測定時より数カ月前の平均化された
 甲状腺機能を反映する可能性を考え,検討を行ってきている。そして,(1)赤血球CAI及び亜鉛
 濃度は甲状腺機能亢進症で低値を示し,治療後甲状腺ホルモンの正常化に約2ケ月遅れて正常化
 すること,及び2ケ月前の血中丁、,T,濃度と最も良く相関すること等から,数ヵ月前の平均化
 された甲状腺機能を反映すること,(2)亜急性甲状腺炎のように一時的にホルモンが上昇する疾患
 では,数カ月間の平均化された甲状腺機能を反映する指標としての赤血球亜鉛濃度は変動しない
 こと,(3)赤血球CAI濃度は無痛性甲状腺炎では正常であり,TSH不適切分泌症候群では
 euthyroidの例では正常,hyperthyroidの例では低値を示すことから,甲状腺機能亢進症と無痛
 性甲状腺炎との鑑別,及び末梢代謝の指標の一つとして甲状腺ホルモン不応症の診断などに有用
 であること等を認め,報告している。
 筆者は,本研究では,これらinvivOで得られたデーターを裏付けるために,赤芽球系培養細
 胞を用い,そのCAI濃度に及ぼす甲状腺ホルモンの影響を検討するinvitroの系を開発するこ
 とを目的とし研究した。まず,市販されており,CAIを産生すると報告されているHELce11を
 用いて検討したが,T3の影響は認められなかった。そこで,当教室で樹立された赤芽球系培養
 細胞株であるYN4を用い検討したところ,YN-1細胞にはhighaffinity,10wcapacityのT3
 受容体が存在すること,及びCAIが存在することを認めた。さらに,YN-1細胞にT3を加え
 incuba七eすると,生理的濃度である10-BMのT3により72～96時間後にCAI濃度が低下するこ
 と,TGF一β1やヘミンを加え,細胞を分化させるとT,のCAI低下作用が増強すること,ホル
 モン活性のないリバースT3はCAI濃度に影響しないこと等を見いだした。
 以上,本系は,人の細胞を用いてT、の作用を検討するよいモデルになると思われる。本研究
 は」.Clin.Endocrino1.Metab.79:71,1994に掲載されており,研究の意義,独創性につい
 ては世界的に認められており,十分学位に価すると考えられる。
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